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(5) Vorrichtung fur einen kompetitiven Immuno-Assay 2ur Bestimmung von Haptenen 

(57) Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung fur einen kompeti- 
tiven immuno-Assay sowie ein Verfahren zur Bestimmung 
von Haptenen. Anwendungsgebiete der Erfindung sind der 
Umweltschutz und die medizinische Diagnostik. 
Die Vorrichtung ist durch einen hochempfindlichen Sensor 
gekennzeichnet, der in Kontakt stent mit 

- Antikorpern gegen das zu bestimmende Hapten, die sich 
■ gegebenenfalls in der Me&losung befinden, 

- der MeSJosung, welcher eine definierte Menge des mit 
dem Redoxlabel markierten Haptens und gegebenenfalls 
Kosubstrate fur die Biokatalysatoren zugesetzt sind. und ggf. 

- einem Signaltransduktor. 

Die Messung erfolgt ohne Wasch- und Trennungsschritte 
und ermoglicht die Erfassung von Haptenen in bis zu 2 
GroBenordnungen geringeren Konzentrationen als bei den 
bekannten Verfahren. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung fur einen 
kompetitiven Immuno-Assay sowie eine Verfahren zur 
Bestimmung von Haptenen. Anwendungsgebiete der 5 
Erfindung sind der Umwehschutz und die medizinische 
Diagnostic 

Haptene (z. B. Toxine, Drogen) sind niedermolekuiare 
Antigene, die zwar mit Antikorpern reagieren kdnnen, 
aber selbst keine immunogene Aktivitat besitzen. Es ist 10 
bekannt, Haptene auf immunologischem Wege zu be- 
stimmen. In DE 41 26 692.7 ist eine Immunosensor-Vor- 
richtung zur Bestimmung von Antigenen < 2000 Dalton 
beschrieben, die aus einem oder zwei Enzym-lmmunre- 
aktoren und einem Biosensor besteht, wobei der Biosen- is 
sor mit mindestens einem Enzym beschichtet ist und die 
MeBlGsung, der ein Substrat fur ein Enzymkonjugat des 
Immunreaktors und gegebenenfalis Cosubstrate zuge- 
setzt sind, von den Immunreaktoren zum Biosensor 
flieBt. 20 

Die Verdrangung des Enzymkonjugats gemaB dieser 
Patentanmeldung erfordert relativ hohe Konzentratio- 
nen an Hapten, da nur bei hochaffinen Antikorpern das 
"Auswaschen w auch ohne Hapten in der MeB16sung zu 
vernachl&ssigen ist. Deshalb liegt die Nachweisgrenze 25 
nur bei 100 nanomolar bis 1 mikromolar. 

In EP 27036 sind Enzym- Immunoassays beschrieben, 
die nach folgender Methode arbeiten: Das Produkt des 
Markerenzyms wird in einem cyclisch arbeitenden En- 
zympaar unter Bildung einer meBbaren Verbindung 30 
vielfach umgesetzt, so daB eine Steigerung der Empfind- 
lichkeit erzielt wird. 

Die Kopplung des enzymatischen Verstarkungssy- 
stems mjt dem Enzym-Immunoassay fuhrt jedoch zu 
einer erheblichen Komplizierung des Systems. Das 35 
Hauptproblem liegt bei Spuren an Verunreinigungen im 
Substrat fur das Markerenzym, da diese Verbindungen 
zu einem hohen Leerwert fiihren. 

Redox-Label, d. h. eine Konjugation mit oxidierbar/ 
reduzierbaren Verbindungen mit dem Analyten, sind bei 40 
M. Green "Electrochemical Immunoassays" (Phil. Trans. 
R. Soc. Lond. B 316, S. 135—142 (1987)) beschrieben. 
Durch die Bindung an den Antikorper wird die Umset- 
zung des Labels mh einem der MeBlosung zugesetztem 
Enzym unterdruckt. Damit wird die Konzentration des 45 
freien Redoxlabels ohne Waschschritt fur die Messung 
mit einer ublichen Elektrode zuganglich. 

Die Empfindlichkeit dieses Assays ist durch den ho- 
hen Background limitiert und erlaubt nur die Konzen- 
trationsbestimmung in mikromolarem Konzentrations- 50 
bereich. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB die 
Empfindlichkeit der bisher bekannten Verfahren fiir die 
meisten Haptenbestimmungen nicht ausreicht Daruber 
hinaus ist von Nachteil, daB in der letztgenannten Pubii- 55 
kation die elektrochemische Aktivitat nicht vollstandig 
durch die Bindung an den Antikdrper eliminiert wird 
und dadurch meist ein stdrender Background auftritu 

Die Erfindung hat das Ziel, die Bestimmung von Hap- 
tenen einfach zu gestalten und ohne Trennungs- und 60 
Waschschritte in einem pseudohomogenen Immunoas- 
say durchzufuhren, wobei die Empfindlichkeit gegen- 
uber den bekannten Methoden um mindestens eine 
GroBenordnung erhdht werden solL Der Erfindung liegt 
die Aufgabe zugrunde, eine Vorrichtung fur einen kom- 65 
petitiven Immuno-Assay zu entwickeln, mit der diese 
Zielstellung erreicht werden kann. 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe durch einen 
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hochempfindlichen Sensor gelost, der in Kontakt mit 

— Antikorpern gegen das zu bestimmende Hapten, 
die sich gegebenenfalis in der MeBlosung befinden 

— der MeBldsung, welcher eine definierte Menge 
des mit einem Redoxlabel markierten Haptens und 
gegebenenfalis Kosubstrate far die Biokatalysato- 
ren zugesetzt sind, und ggf. 

-- einem Signaltransduktor stent 

Die Erfindung wird gemaB der Anspruche 1 und 8 
realisiert, die Unteranspruche sind Vorzugsvarianten. 

Als hochempfindlicher Sensor wird erfindungsgemaB 
entweder ein Enzymreaktor mit getrenntem Signal- 
transduktor oder ein Enzymsensor mit integriertem Si- 
gnaltransduktor eingesetzL Der hochempfindliche Sen- 
sor enthalt ein Enzym oder eine kombination von Enzy- 
men. Eine Voraussetzung fur die erfolgreiche Durchfuh- 
rung der Erfindung besteht darin, daB die verwendeten 
Enzyme eine hohe Aktivitat gegenuber dem mit dem 
Redoxlabel konjugierten Hapten aufweisen. 

Bevorzugt geeignet sind die Enzyme Tyrosinase oder 
Laccase entweder ailein oder in Kombination mit Cyto- 
chrom b2, Oligosacchariddehydrogenase oder Glucose- 
dehydrogenase. 

Die Antikorper gegen das zu bestimmende Hapten 
befinden sich entweder direkt auf dem hochempfindli- 
chen Sensor, oder sie werden gemeinsam mit dem mit 
einem Redoxlabel markierten Hapten der MeBlosung 
zugesetzt. 

Ein weitere Ausfuhrungsform der Erfindung besteht 
darin, als dritte Kornponente auch das zur Bestimmung 
verwendete Enzym bzw. die Enzymkombination der 
MeBlosung zuzusetzen und die Konzentration mit einer 
Elektrode zu messen. 

Als MeBlosung wird bevorzugt eine luftgesattigte 
Pufferlosung von pH 4,5 bis 7 verwendeu 

Besonders geeignete Redoxlabel sind gemaB der Er- 
findung o- und p-AminophenoI, Hydrochinon, Brenzca- 
techin oder Ferrocenderivate, wobei die Brucke zwi- 
schen Hapten und Redoxlabel 2— 10 C-Atome lang ist. 
Bevorzugte Enzym/Redoxlabel-Kombinationen sind 
Tyrosinase/Brenzcatechin und Laccase/Hydrochinon. 

Als Signaltransduktoren dienen amperometrische 
oder potentiometrische Elektroden, Thermistoren oder 
Optoden. Ein wesentlicher Unterschied zu den bisher 
bekannten Verfahren besteht darin, daB der MeBlosung 
kein Hapten-Enzym-Konjugat zugesetzt werden muB, 
weil die Empfindlichkeit des Enzymsensors fur die di- 
rekte Messung des mit dem Redoxlabel markierten 
Haptens ausreicht. Das breite Substratspektrum der be- 
teiligten Enzyme ist Voraussetzung fur den effektiven 
Umsatz des Redox-Label-Haptens. Eine Trennung frei- 
es Hapten-/gebundenes Hapten-Konjugat ist nicht er- 
forderlich, da der Hapten- Konjugat-Ahtikdrperkom- 
plex nicht vom hochempfindlichen Sensor erfaBt wird 

Dadurch ist ein wesentlicher Vorteil des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens — eine Messung ohne Wasch- und 
Trennungsschritte — bedingt. Ein weiterer Vorteil des 
Verfahrens besteht darin, daB Haptene in bis zu 2 Gro- 
Benordnungen geringeren Konzentrationen erfaBt wer- 
den konnen, d. h. bis zu einer Konzentration von 
10~ 9 molar (bekannte Verfahren bis zu 10" 7 molar). Da- 
mit konnen wichtige Bestimmungen fOr den Umwelt- 
schutz (z. B. von Herbiziden, Pestiziden und Fungiziden) 
und in den klinischen Labors (z. B. von niedermolekula- 
ren Hormonen, Steroiden, Adrenalin, Tyroxin und des- 
sen Derivaten) mit hoherer Genauigkeit und mit we- 
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sentlich geringerem Aufwand durchgefuhrt werden. 

Die Erfindung soli nachfolgend durch Ausfuhrungs- 
beispieie naher erlautert werden. 

Beispiel 1 5 

Das Enzym (NADH-unabhangige) Glucosedehydro- 
genase (EC. 1.1.99.17) wird auf einer Elektrode aus Glas- 
kohlenstoff (Durchmesser 2 mm) wie folgt immobili- 
siert: io 

1,5 mg GDH (320 Units/mg) werden in 50 u.1 0,5 mM 
Pyrrolochinolinchinon gelost und mit 50 ul 20%-igem 
Polyvinylalkohol vermischt. 3 ul der Mischung werden 
auf der Elektrodenoberflache gleichmaBig aufgetragen 
und diese Schicht durch Belichten mit UV vernetzt. Da- 15 
nach wird die Enzymschicht mit einer Dialysemembran 
abgedecku 

Dieser "hochempfindliche" Sensor wird in eine ge- 
riihrte MeBzelle (Volumen =*0,5 ml) eingebracht, und 
die Elektrode auf + 500 mV gegenuber einer groBfla- 20 
chigen Ag/AgCl-Elektrode, die sich ebenfalls in der 
MeBzelle befindet, mit einem Polarographen polarisiert. 
A Is Redoxlabel des Analyten dient p-Aminophenol. Die- . 
ses ist uber eine C-4-Kette mit der NH-Gruppe an das 
Atrazin gebunden. Dieses Konjugat wird nach bekann- 25 
tern Verfahren aus dem entsprechenden Carbonsaure- 
derivat des Atrazin und Aminophenol unter der Wir- 
kung von Carbodiimid hergestellL 

Fur das mit einem Redoxlabel markierte Hapten 
(Analyt) wird eine Eichkurve (1-C-Kurve) im Bereich 30 
von 0* 1 bis 20 nM durch Zugabe der entsprechenden 
Konzentrationen in die MeBzelle und Auswertung der 
Strom-Zeit-Kurve aufgenommen. 

Die MeBlosung von 0,1 M Phosphat-Puffer (pH 8). 
enthalt 1 0 mM Glucose. 35 

Zur Bestimmung von Atrazin in Wasserproben wird 
eine Eichkurve des kompetitiven Immunoassays aufge- 
nommen. 250 jjl] der 0,1—5 nM atrazinhaitigen Wasser- 
probe und 250 u.1 0,1 M Phosphatpuffer, die 4 nM des 
Atrazin-Redoxlabels enthalten, werden in die MeBzelle 40 
gegeben. Danach werden 5 u.1 einer Losung zugesetzt, 
die spezifische Antikorper gegen Atrazin enthalt. Dabei 
erfolgt eine Verdiinnung des Ausgangsserums, das 
5— lOmg/ml des spezifischen Antikorpers enthalt, so 
daB in der MeBzelle eine Antikorperkonzentration von 45 
2nMvorliegt. 

Genau lOmin nach Zugabe der Antikorper in die 
MeBzelle wird 50 u.1 lOOmM Glucose zugesetzt und der 
Anstieg des Stromes ausgewertet. 

Bei der Bestimmung der Atrazinkonzentration in 50 
Wasserproben wird nach der gleichen Vorschrift der 
Stromanstieg bestimmt und uber die Eichkurve die ge- 
suchte Konzentration ermittelt. 

Beispiel 2 55 

Als hochernpfindlicher Sensor zur Anzeige des freien 
Redoxlabels wird folgende modifizierte Clark-Typ- 
Elektrode benutzt: 

Glucosedehydrogenase und Laccase werden gemein- 60 
sam in Polyvinylalkohol eingeschlossen, und diese 
Schicht zwischen einer (gasdurchlassigen) Polypropy- 
lenfolie (Dicke =» 5 jim) und einer Dialysemembran 
(AusschluBgrenze von 15 kDalton) vor einer O2- Elek- 
trode plaziert. Die Enzymmembran enthalt 300 U/cm 2 65 
GDM und 250 U/cm 2 Laccase. Zur Vernetzung wird die 
Photopolymerisation mit UV-Bestrahlung benutzt 

Die Messung erfolgt bei einem konstanten Potential 
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von -600mvs. Ag/AgCl. 

Als Redoxlabel wird Ferrocen, benutzt, das nach be- 
kannter Praparationsvorschrift mit Atrazin verkniipft 
wird. 

Die Bestimmung der Atrazinkonzentration erfolgt 
analog zu Beispiel 1. 

Patentanspruche 

1. Vorrichtung fur einen kompetitiven Immuno-As- 
say zur Bestimmung von Haptenen. gekennzeich- 
net durch einen hochempfindlichen Sensor, der in 
Kontakt steht mit * 

— Antikorpern gegen das zu bestimmende 
Hapten, die sich gegebenenfalis in der MeBlo- 
sung befinden. 

— der MeBlosung, welcher eine definierte 
Menge des mit einem Redoxlabel markierten 
Haptens und gegebenenfalis Kosubstrate fur 
die Biokatalysatoren zugesetzt sind, und ggf. 

— einem Signaltransduktor. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der hochempfindliche Sensor Lacca- 
se, Tyrosinase oder Laccase gemeinsam mit Cyto- 
chrom b2 enthalt. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 und 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB sich die Antikorper gegen das 
zu bestimmende Hapten direkt auf dem hochemp- 
findlichen Sensor befinden. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 1 und 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB sich die Antikorper gegen das 
zu bestimmende Hapten in der MeBlosung befin- 
den. 

5. Vorrichtung nach Anspruch 1—4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als MeBlosung eine luftgesattig- 
te Pufferlosung; von pH 4,5 bis 7 verwendet wird. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 1—5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Redoxlabel o- und p-Amino- 
phenol, Hydrochinon, Brenzkatechin oder'Ferro- 
cenderivate verwendet werden. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 1—6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Enzym/Redoxlabel-Kombi- 
nationen Tyrosinase/Brenzcatechin oder Laccase/ 
Hydrochinon eingesetzt werden. 

8. Verfahren zur Bestimmung von Haptenen mittels 
der Vorrichtung fur einen kompetitiven Immuno- 
Assay nach den Anspruchen 1 —7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die das Hapten enthaltende Pro- 
be mit einer definierten Menge des mit einem Re- 
doxlabel markierten Haptens versetzt, mit den im- 
mobilisierten Antikorpern gegen das Hapten wech- 
selwirken laBt und die Menge des ungebundenen 
Haptenkonjugats direkt mit dem hochempfindli- 
chen Sensor miBt. 

9. Verfahren zur Bestimmung von Haptenen mittels 
der Vorrichtung fur einen kompetitiven Immuno- 
Assay nach den Anspruchen 1 —7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die das Hapten enthaltende Pro- 
be mit einer definierten Menge des mit dem Redox- 
label markierten Haptens und den Antikorpern ge- 
gen das Hapten versetzt und die Menge des unge- 
bundenen Haptenkonjugats direkt mit dem hoch- 
empfindlichen Sensor miBt. 



BNSOOCID:<DE 4344646A1> 



BEST AVAILABLE COPY 



- Leerseite - 



JSDOCID:<DE 4344646A1> 

BEST AVAILABLE COPY 



